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摘  要: 基于重组溶葡球菌酶和 ATP 生物发光法建立特异定量检测金黄色葡萄球菌的方法。优化设计合成溶葡

球菌酶序列，构建重组表达载体 pQE30-Lys，转化至大肠杆菌 M15 并诱导表达，镍柱纯化得到目的蛋白。利

用重组溶葡球菌酶和 ATP 生物发光法特异定量检测金黄色葡萄球菌并与平板计数对比。成功表达了重组溶葡

球菌酶，并建立了特异定量检测金黄色葡萄球菌的方法，与平板计数具有显著线性关系。本研究建立的将重组

溶葡球菌酶和 ATP 生物发光法相结合的检测方法操作快捷简单，具有良好的应用前景。 

关键词: 金黄色葡萄球菌，重组溶葡球菌酶，ATP生物发光，特异和定量检测 
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Quantitative specific detection of Staphylococcus aureus 
based on recombinant lysostaphin and ATP bioluminescence 

Yuyuan Li1, 2, Zhiqiang Mi2, Xiaoping An2, Yusen Zhou1, 2, and Yigang Tong2 
1 Guangxi Medical University, Nanning 530021, Guangxi, China 
2 State Key Laboratory of Pathogen and Biosecurity, Institute of Microbiology and Epidemiology, Academy of Military Medical 
Sciences, Beijing 100071, China 

Abstract:  Quantitative specific detection of Staphylococcus aureus is based on recombinant lysostaphin and ATP 
bioluminescence. To produce recombinant lysostaphin, the lysostaphin gene was chemically synthesized and inserted it into 
prokaryotic expression vector pQE30, and the resulting expression plasmid pQE30-Lys was transformed into E. coli M15 
for expressing lysostaphin with IPTG induction. The recombinant protein was purified by Ni2+-NTA affinity 
chromatography. Staphylococcus aureus was detected by the recombinant lysostaphin with ATP bioluminescence, and plate 
count method. The results of the two methods were compared. The recombinant lysostaphin was successfully expressed, 
and a method of quantitative specific detection of S. aureus has been established, which showed a significant linear 
correlation with the colony counting. The detection method developed has good perspective to quantify S. aureus. 

Keywords:  Staphylococcus aureus, recombinant lysostaphin, ATP bioluminescence, specific and quantitative detection 

金黄色葡萄球菌  (简称金葡菌) 是人类皮

肤表面常见菌群，但它同时也是一种非常重要

的致病菌，能够引起小到皮肤病大到肺炎及菌

血症这类威胁人类生命的疾病[1-5]。不仅仅是人

类，家畜也容易感染金黄色葡萄球菌，金葡菌

能够导致奶牛乳腺炎及鸡传染性关节炎，这严

重威胁了食品健康，导致食品污染，带来重大

经济损失[6-7]。值得注意的是，耐药金葡菌的感

染不断增加，例如，耐甲氧西林金葡菌 (MRSA) 

和耐万古霉素金葡菌  (VRSA) 已引起更多关

注，因为金葡菌是医院感染最常见的原因[8-12]。

因此，建立快速检测金黄色葡萄球菌的方法，

对于防治金黄色葡菌球菌感染，进行早期治疗

减少损失是非常必要的。 

本研究基于重组溶葡球菌酶和 ATP 生物发

光法建立金黄色葡萄球菌快速检测方法。溶葡

球菌酶  (Lysostaphin) 是从模仿葡萄球菌

Staphylococcus simulans中分离出来的一种含锌

的金属蛋白酶，具有水解葡萄球菌细胞壁肽聚

糖五肽桥联的催化活性，对金葡菌有强大的溶

菌作用[13-15]；ATP 生物发光测定法是快速检测

微生物的方法之一[16-17]，在 Mg2+存在下，荧光

素酶 (Luciferase) 以 D-荧光素、ATP、O2为底

物，将化学能转化为光能，发出荧光，根据 ATP 

与荧光素反应产生荧光的原理, 可对微生物细

胞内的 ATP 进行测定，从而定量检测细菌    

数[18-20]。所以，本实验室首先利用重组溶葡球

菌酶裂解金葡菌释放 ATP，然后结合 ATP生物

发光法，实现对金葡菌的快速检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒和菌株 

pQE30 质粒由本实验室保存。克隆菌株   
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E. coli Trans1-T1购自北京全式金生物技术有限

公司；表达菌株 E. coli M15购自北京博迈德生

物技术有限公司；金黄色葡萄球菌 ATCC 25923

购自美国模式培养物集存库 (ATCC)，其他菌株

来源于军事医学科学院附属医院临床检验科，

本实验室保存。 

1.1.2  主要试剂和设备 

LB培养基：蛋白胨 1%，酵母提取物 0.5%，

NaCl 1%，pH 7.0，制作平板时加入 1.5%琼脂粉，

制作半固体时加入 0.75%琼脂粉，121 ℃高压灭

菌 20 min。 

限制性内切酶 BamHⅠ-HF、Hind Ⅲ-HF和

T4 DNA连接酶购自 NEB公司。DNA Marker、

Protein Marker和质粒提取试剂盒均购自北京博

迈德生物技术有限公司；镍柱预装柱购自上海

生工生物工程有限公司；Profile-1 3560 (10X)  

ATP 微生物快速检测系统购自北京浩正智信科

技有限公司；752 紫外-可见分光光度计购自上

海菁华科技仪器有限公司。 

化学试剂均为国产分析纯，由本实验室保

存制备。 

1.2  方法 
1.2.1  目的基因的合成及重组表达载体的构建 

在 NCBI 上得到 Lysostaphin (Staphylococcus 

simulans by stashylolyticus) 的基因序列 (GenBank 

Accession No. 8864975)，对其进行优化设计，使其

更易于在大肠杆菌原核表达系统中进行可溶性表

达，分别设计上下游酶切位点 BamHⅠ (GGATCC) 

和 Hind Ⅲ (AAGCTT)，片段大小 753 bp，由金唯

智生物科技 (北京) 有限公司合成。 

BamHⅠ和 Hind Ⅲ双酶切目的基因和表达

载体 pQE30，连接转化至大肠杆菌 Trans1-T1。

挑取阳性克隆经酶切初步鉴定正确的进行测

序，将测序正确的重组质粒命名为 pQE30-Lys。 

1.2.2  重组溶葡球菌酶的诱导表达、纯化 

将构建正确的重组质粒 pQE30-Lys 转化至

表达菌株 E. coli M15中，涂于含有氨苄抗生素 

(终浓度 100 μg/mL) 的固体 LB培养基平板中，

倒置平板，37 ℃过夜培养。挑取单克隆 37 ℃

振荡培养过夜，次日按 1∶100 比例转接至   

500 mL新鲜氨苄抗性培养基，37 ℃振荡培养至 

OD600值约 0.6−0.8，加入诱导剂 IPTG至终浓度

为 1.0 mmol/L，37 ℃继续振荡培养 6–8 h后收

集菌液。诱导后的菌液 10 000×g离心 10 min，

弃掉上清，PBS 重悬菌体，超声波破碎处理后

10 000×g离心 10 min，收集上清经 0.45 μm滤膜

过滤后采用镍柱纯化的方式回收目的蛋白，表达

及纯化结果以 SDS-PAGE方法检测。 

1.2.3  重组溶葡球菌酶活性检测 

将金葡菌 (金葡菌标准菌株 ATCC 25923

和 173株临床分离的金葡菌) 和其他 7株受试菌 

(108大肠杆菌、095沙门氏菌、012嗜麦芽窄食

单胞菌、002粪肠球菌、071鲍曼不动杆菌、084

大肠埃希菌、003 肺炎克雷伯菌) 培养至对数

期，取 500 μL铺双层 LB平板，室温静置 10 min，

吸取 1 μL酶液滴于平板上，同时以缓冲液 PBS

作阴性对照，37 ℃倒置培养 3–4 h后观察结果。 

1.2.4  平板计数金葡菌 ATCC 25923 和其他   

7株受试菌 

将培养好的菌液离心 (10 000 r /min, 1 min) 

倒去上清液，沉淀用等体积 PBS洗涤 1次，用等

体积 PBS悬浮，此即菌液原液。稀释：(假定菌液

浓度约为1 ×106 CFU/mL) 用PBS将菌液做10倍递

增稀释。分别吸取各稀释度的菌液 50 μL涂布于固

体 LB平板，37 ℃倒置培养过夜，每个梯度做 3个

重复，同时作空白对照。次日选取菌落数在 30–300



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  August 25, 2014  Vol.30  No.8 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1286 

范围内的稀释度作平板计数并取其平均值[21]。 

1.2.5  ATP发光法特异定量检测金黄色葡菌球菌 

按照 Profile-1 3560 (10X) ATP微生物快速

检测系统标准操作进行：分别取 50 μL待测菌液

加入到专用的过滤比色杯中，比色杯下铺一层

滤纸；滴加 4滴 SRA试剂 (非细菌细胞释放液)，

用压力器对准比色杯顶端，按下压力器把液体

压出至滤纸，重复该步骤一次；将比色杯放入

3560 (10X) 微光度计的抽屉中，加入 100 μL (约

4.5 μg) 稀释的重组溶葡球菌酶液，等待 2 min，

使细菌充分被裂解；吸取 50 μL已制备好的荧光

酶溶液加入到比色杯中，吹打混匀 3 次，推回

抽屉，记录仪器读数。每个浓度梯度的样品做 3

组重复，计算平均值为最终结果[22-23]。 

2  结果 

2.1  基因合成和重组质粒 pQE30-Lys 转化结

果鉴定 
密码子优化设计合成序列如下，加粗部分

为酶切位点： 
GGATCCGCCGCCACCCACGAGCACAGCGCA
CAGTGGCTGAACAACTACAAGAAAGGTTAT
GGCTACGGCCCTTACCCGCTGGGCATCAATG
GTGGCATGCACTACGGCGTGGACTTCTTCAT
GAACATCGGCACCCCTGTGAAGGCCATCAG
CAGCGGCAAAATCGTGGAGGCCGGCTGGAG
CAATTACGGCGGTGGCAACCAGATCGGCCT
GATCGAGAACGACGGCGTGCACCGCCAGTG
GTACATGCACCTGAGCAAGTACAACGTGAA
GGTGGGTGACTACGTGAAGGCCGGCCAGAT
TATCGGCTGGAGTGGTAGCACCGGCTATAG
CACCGCCCCTCACCTGCACTTCCAGCGCATG
GTTAACAGCTTCAGCAACAGCACCGCCCAA
GATCCGATGCCGTTCCTGAAGAGCGCCGGTT
ATGGCAAGGCAGGCGGTACCGTTACCCCGA
CCCCGAACACAGGCTGGAAGACCAACAAGT
ACGGCACCCTGTATAAGAGCGAGAGTGCCA

GCTTCACCCCGAACACCGACATCATTACCCG
CACAACCGGTCCGTTCCGTAGCATGCCTCAG
AGCGGCGTGCTGAAGGCAGGCCAGACCATC
CACTACGACGAGGTGATGAAGCAGGACGGC
CATGTGTGGGTTGGCTATACCGGCAATAGCG
GCCAACGCATCTACCTGCCGGTGCGCACCTG
GAATAAGAGCACCAACACCCTGGGCGTGCT
GTGGGGCACAATCAAATAAAAGCTT 

重组质粒 pQE30-Lys 经双酶切后，可见大

小约 753 bp的目的片段，经测序证实结果正确，

表明原核表达载体构建成功 (图 1)。 

2.2  重组溶葡球菌酶的诱导表达与纯化 
重组蛋白经 SDS-PAGE电泳鉴定,可见一相

对分子质量约为 27 kDa的蛋白条带，大小与理

论预测的蛋白大小相一致 (图 2)。经镍柱纯化

后蛋白条带比较单一，得到较纯的蛋白 (图 3)，

测定纯化后的蛋白浓度约为 1 mg/mL。 

2.3  重组溶葡球菌酶活性检测 
点滴法验证重组溶葡球菌酶活性，可在金

黄色葡萄球菌 (金葡菌 ATCC 25923和 173株临 
 
 

 
 
 

图 1  酶切鉴定重组质粒 pQE30-Lys  
Fig. 1  Recombinant plasmid pQE30-Lys digested 
with restriction endonuclease BamH I and Hind III. 1: 
recombinant plasmid pQE30-Lys; 2: recombinant plasmid 
pQE30-Lys digested with restriction endonuclease BamH I 
and Hind III; M: 1 kb ladder DNA marker. 
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图 2  SDS-PAGE 分析重组溶葡球菌酶的表达 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of expression of 
recombinant lysostaphin. M: broad molecular weight 
protein marker; 1, 2: negative control pQE30/M15; 3: 
pQE30-Lys/M15. 

 
 

 
 

图 3  SDS-PAGE 分析重组溶葡球菌酶的纯化 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of purification results of 
the recombinant lysostaphin. M: low molecular weight 
protein marker; 1: the ultrasonic supernatant of 
pQE30-Lys/M15 with IPTG induction; 2–9: purified 
recombinant lysostaphin. 
 
床分离金葡菌) 平板上滴有重组溶葡球菌酶的

区域观察到透亮裂解斑如图 4 箭头所示，其他  

7 株受试菌没有裂解斑 (此处仅显示出金葡菌

ATCC 25923 和大肠杆菌 E. coli 点滴法验证结

果，其他不一一列出) (图 4)。 

 
 

图 4  重组溶葡球菌酶活性验证  

Fig. 4  Spot test on a LB plate with purified 
recombinant lysostaphin. (A) Recombinant lysostaphin. 
(B) Negative control PBS. 
 

2.4  ATP 测定法与平板计数法 
2.4.1  ATP测定法与平板计数法试验结果 

选取稀释倍数为 10–4 细菌溶液的平板计数

结果为依据，3组数据分别为：204、189和 165，

求得平均值是 186，并由此计算其他稀释度细菌

溶液的细菌数，见表 1；利用 ATP 生物发光法

测定出相应稀释度的细菌溶液的发光值，每个

样品重复 3次测定，记录数据，计算其平均值，

结果见表 1。 

2.4.2  ATP测定法与平板计数法相关性 

根据表 1，采用 10–4及以上稀释度各组的数

据，以平板计数平均值的对数值为 X 轴，以光

值平均值的对数值为 Y轴，做 X、Y散点图描绘

关系曲线，如图 5，线性回归方程为： y=0.961 

3x–0.588 1，R2=0.995 7。由表 1和图 5可知，

当细菌数在 186 CFU以上时，生物发光值与平

板计数呈显著相关。 

2.5  基于 ATP 生物发光法和重组溶葡球菌

酶特异性检测金黄色葡萄球菌 
将金黄色葡萄球菌与其他 7 株受试菌培养

到对数期，按一定比例稀释，使菌液浓度一致，

然后利用重组溶葡球菌酶结合 ATP 生物发光法

进行细菌检测，结果如图 6 所示，从图 6 可以 
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表 1  ATP 测定法与平板计数法数据 
Table 1  Data by ATP test method and plate count method 

Dilution 
Plate count Luminescence value 

Average value lg (CFU) 1 2 3 Average value lg (luminescence value)

Original fluid 1 860 000 6.269 513 228 746 271 277 284 327 261450 5.417 389 

10–1 186 000 5.269 513 36 686 43 586 40 136 40 136 4.603 534 

10–2 18 600 4.269 513 2 583 2 254 2 152 2 329 3.367 169 

10–3 1 860 3.269 513 305 362 416 361 2.558 709 

10–4 186 2.269 513 43 36 50 43 1.633 468 

10–5 19 1.278 753 0 0 0 0  

 

 
 

图 5  平板计数与光值对应关系标准曲线 

Fig. 5  Standard curve of plate count and 
luminescence value. 

 

 
 

图 6  重组溶葡球菌酶裂解细菌后的相对发光值 

Fig. 6  Relative luminescence value after recombinant 
lysostaphin lysis. 1: Staphylococcus aureus ATCC 
25923; 2: 108 E. coli; 3: 095 Salmonella; 4: 012 
Stenotrophomonas maltophilia; 5: 002 E. faecalis; 6: 
071 A. baumanii; 7: 084 E. coli; 8: 003 Klebsiella 
pneumoniae. 

看出同等浓度下的细菌，金黄色葡萄球菌的相

对发光值与其他菌株存在明显差异，重组溶葡

球菌酶对于金黄色葡萄球菌显示了强大的杀菌

能力；同时点滴法的结果 (结果 2.3) 表明，重

组溶葡球菌酶对除金黄色葡萄球菌之外的其他

7株受试菌株均无杀菌活性，均不能观察到透亮

的裂解斑，进一步说明了结合重组溶葡球菌酶

的 ATP 发光法检测金黄色葡萄球菌具有特   

异性。 

3  讨论 

近年来，随着生物技术的快速发展，利用

ATP 生物发光法对细菌进行定量检测的方法已

应用于食品工业、临床检测等众多领域[18,24-25]。

目前以 ATP 生物发光法定量检测细菌的研究往

往采用细菌裂解液来裂解细菌从而释放 ATP，

大多不具有特异性和专一性。重组溶葡球菌酶

能够高效特异地裂解葡萄球菌尤其是金黄色葡

萄球菌。因此，本实验室通过重新设计溶葡球

菌酶的蛋白结构，保留其杀菌活性区，使溶葡

萄球菌酶的生产不用从其生物学活性极低的蛋

白前体开始，而是直接表达杀菌活性强的成熟

溶葡萄球菌酶[26]，同时对编码的基因序列进行
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密码子优化，在大肠杆菌原核表达系统中实现

了高效可溶性表达，通过镍柱纯化获得较纯的

酶液。重组溶葡球菌酶对于金葡菌标准株和临

床分离株杀菌活性的研究，证明了重组溶葡球

菌酶保持了强大的杀菌活性。因此本研究利用

重组溶葡球菌酶替代原始检测系统中的细菌裂

解液，结合 ATP 生物发光技术，建立了快速检

测金黄色葡萄球菌的方法。该检测方法的检测

下限为 186 CFU，可以满足一般检测的需求；当

样品所含的细菌数量低于 186 CFU时，可以采用

简便的浓缩富集技术或者多次加样的方法，使浓

缩后的样品菌落总数达到有效检测范围以内，检

测后再通过换算得到原样品的细菌数量。 

同时，该方法具备传统 ATP 发光法检测技

术灵敏快速的优点，从待测样品的制备到细菌

ATP 的提取，直到 ATP 发光强度的检测，整个

过程可在 1 h内完成，具有快速、简便的特点，

可以满足一般快速检测的要求，在裂解细菌方

面又具有特异性，在现场或临床定性定量检测金

黄色葡萄球菌方面具有良好的前景和实用价值。 
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